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摘要: 以蝾螺内脏为材料, 通过硫酸铵沉淀分级分离、Sephadex G- 200 分子筛柱层析和两次 DEAE- Sephadex A- 50 离子
交换柱层析纯化,获得聚丙烯酰胺凝胶电泳单一纯的 N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶酶制剂.纯酶的比活力为1 448 U#
mg- 1. 酶的紫外特征吸收峰在 275 nm 处,内源荧光发射峰在 340 nm 处.以对-硝基苯- N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖为底物,
研究酶催化底物水解的反应动力学,结果表明: 酶的最适 pH 为 4. 5,最适温度为 45 e . 该酶在 pH 3. 5~ 6. 0区域较稳
定,而在 pH> 7 能很快失活;在 40 e 以下处理 30 min,酶活力保持稳定, 高于 40e , 酶稳定性较差, 很快失活. 酶促反
应动力学符合米氏双曲线方程,测得米氏常数 Km 为 3. 13 mmol#L- 1, 最大反应速度 Vm 为 17. 68 Lmol#L- 1#min- 1.
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中图分类号: Q 356. 1 文献标识码: A                
  几丁质酶广泛存在于微生物、低等动物和某些
植物中,在自然界的碳循环中具有极为重要的作用.








几丁质酶和 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶等 3 种不
同组分组成的[ 2] ,它们协同作用将多聚壳聚糖分解
产生N-乙酰B-D-氨基葡萄糖.

















品;标准对硝基酚( pNP)为 England产品; Sephadex G-
200、DEAE-Sephadex A-50系 Pharmacia 产品; 牛血清
蛋白为标准蛋白; 所有溶液均以玻璃重蒸水配制.
1. 2  方  法
1) 酶的分离纯化:参考文献[ 6] ,解剖挑取蝾螺
活体内脏部分, 加入 1÷1(质量浓度)预冷 0. 01 mol#
L- 1 NaAc-HAc 缓冲液( pH = 5. 5) , 于高速组织捣粹
机匀浆 1 min, 置 4 e 下抽提过夜后, 于 4 e 下离心
( 10 000 r/min) 30 min, 取上清液.采用 0. 50饱和度
硫酸铵沉淀酶蛋白, 收集沉淀物, 并用 0. 01 mol#L- 1
NaAc-HAc缓冲液充分透析, 离心得到粗酶制剂. 进
一步经过 Sephadex G-200 分子筛柱层析(柱规格为
2. 5 cm @ 55 cm)和两次 DEAE-Sephadex A-50离子交
换凝胶过滤柱层析(柱规格1. 6 cm @ 45 cm)纯化. 分
子筛柱层析的洗脱液为 0. 1 mol#L- 1 NaAc-HAc缓冲
液( pH= 5. 5)含 0. 2 mol#L- 1 NaCl, 部分收集,每管 2
mL,流速 0. 2 mL#min- 1. 第 1次离子交换柱层析采
用NaCl浓度从 0~ 1 mol#L- 1直线梯度洗脱, 第 2次
离子交换柱采用恒定 NaCl浓度为 0. 2 mol#L- 1洗
脱,所有洗脱液均为 0. 1 mol#L- 1 NaAc-HAc 缓冲液
( pH= 5. 5)配制.
2) N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶活力测定: 以
pNP-B-D-GlcNAc为底物,在 1 mL 的测活体系中包含
0. 1 mol#L- 1柠檬酸-Na2HPO4 缓冲液 ( pH = 4. 5) , 1
mmol#L- 1底物, 于 37 e 恒温水浴中加入 10 mL 酶
液,准确反应 10 min, 加入 2 mL 0. 1 mol#L- 1 NaOH
终止反应.在 Backman DU-650分光光度计测定波长
为405 nm的光密度值( OD405 nm) .以硝基酚( pNP)为
产物对照, 摩尔消光系数[ 7] 为 17 300 mol # L- 1 #
min- 1.酶活力单位( U)定义:在上述条件下, 每升溶
液中每分钟催化水解产生 1 Lmol pNP 所需的酶量.
比活力定义为每毫克酶蛋白所具有的酶活力单位
数.











2. 1  酶的分离纯化
蝾螺N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶的纯化图谱
见图 1. Sephadex G-200分子筛柱层析纯化的活力峰
在管号38~ 60之间. 第 1次 DEAE-Sephadex A-50离
子交换柱层析纯化的活力峰在管号 88~ 104之间,
第2次 DEAE-Sephadex A-50的活力峰在管号 18~ 28
之间. 经各步分离纯化, 最终可得到比活力为 1 448
U#mg- 1的酶制剂. 所得到的酶制剂经聚丙烯酰胺凝
胶电泳和 HPLC 鉴定为单一蛋白成分(图略) , 说明
该 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶酶制剂已达单一纯.
 图 1  N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶的分离纯化图谱
( a) Sephadex G200, ( b, c) DEAE-Sephadx A- 50柱层
析
酶活力( - p - ) ;蛋白浓度( - o - ) ;
[ NaCl]梯度( - - - )
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2. 2  酶的紫外吸收光谱特征
在室温下, 于 Backman DU-650型紫外-可见分光
光度计上扫描 230~ 300 nm.结果显示, N-乙酰-B-D-




2. 3  酶的内源荧光发射光谱特征
测定蝾螺 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶在 0. 1
           K / mn
 图 2 蝾螺 N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶的紫外吸收光
谱
 Fig. 2 The UV- absorption spectrum of the enzyme
           K / mn
 图 3 蝾螺 N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶的内源荧光发
射光谱
 Fig. 3  The intrinsic fluorescence emission spectrum of the
enzyme
mol#L- 1 NaAc-HAc缓冲液( pH= 5. 5)中的内源 荧光







2. 4  pH对酶活力的影响
在 37 e 的测活体系中,改变不同的 pH 值,加入
10 mL酶液(酶浓度为 3. 675 mg#mL- 1)测定 pH 值对
酶催化底物 pNP-B-D-GlcNAc 水解反应的初速度的
影响,结果(图 4a)表明酶活力与 pH 值呈钟罩形关
系,求得该酶的最适 pH为 4. 5.
2. 5  酶的酸碱稳定性的研究
将等量的酶液与不同 pH 值的 0. 2 mol#L- 1柠檬
酸-Na2HPO4缓冲液等量混合, 4 e 下放置 30 min后,






酶的酸碱稳定性范围较宽, 在 pH 3. 5~ 6. 0区域较
稳定,而在 pH> 7能很快失活.这与 Koga, D等研究
的蚕的消化管中 N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶[ 3] 的
最适 pH值是 5. 5, 酸碱稳定性范围在 pH 5. 5~ 8. 5
有一定差异, 这可能与它们的生存环境不同有密切
关系.
2. 6  温度对酶活力的影响
在 pH4. 5的 0. 1 mol#L- 1柠檬酸-Na2HPO4 测活




为 45 e .
2. 7  酶的热稳定性研究
天然酶在不同温度下( 15~ 65 e )热处理 30 min
后,迅速冷却到室温,然后取出 20 mL 处理的酶液在
最适的测活体系( pH 4. 5, 45 e )中检测酶的剩余酶
活力, 结果见图 5b, 表明酶在 40 e 以下热变性 30
min,酶活力基本保持不变, 在 45 e 下变性 30 min,酶
活力降低了 50%, 而在 65 e 下热变性可以使酶活力
下降95% ,实验说明酶在40 e 以内都具有较好的热
稳定性.
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 图 4  pH 对蝾螺 N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶活力的
影响
( a)和酶的酸碱稳定性研究;  ( b)酶终浓度 :
36. 75Lg#mL- 1.
 Fig. 4 The effect of pH on the activity( a) and the stability of
the enzyme at different pH value ( b)
            T / e
 图 5 温度对蝾螺 N-乙酰-B- D-氨基葡萄糖苷酶活力的
影响
( a)和酶的热稳定性研究; ( b) , 酶终浓度: 10. 00
Lg#LL- 1
 Fig. 5 The effect of temperature on the activity ( a) and the
stability of the enzyme at different temperature ( b)
2. 8  酶催化底物 pNP-B-D-GlcNAc 水解反应
的动力学参数测定
在1mL 0. 1 mol#L- 1柠檬酸-Na2HPO4缓冲液( pH
= 4. 5)的测活体系中, 改变底物浓度, 37 e 下, 测定
酶促反应的初速度,酶促反应初速度与底物浓度呈
典型双曲线关系(见图 6内插图) .说明酶催化底物
水解 反 应 遵 循 Michaelis-Menten 方 程 式. 以
Lineweaver-Burk双倒数作图(图 6) ,求得N-乙酰-B-D-
         S- 1/ mmol- 1#L
 图 6  蝾螺N-乙酰-B-D-氨基葡萄糖苷酶催化 pNP-B- D-
GlcNAc水解的 Lineweaver- Burk 双倒数. 图内插
图为初速度对底物浓度的双曲线关系
 Fig. 6 The Lineweaver- Burk plot of the enzyme for the hy-
drolysis of pNP-B- D-GlcNAc. The inset shows the re-
lationship between the initial rate and the substrate
concentration
氨 基 葡 萄 糖 苷 酶 水 解 pNP-B-D-GlcNAc 的
K m= 3. 13 mmol#L- 1, Vm= 17. 68 Lmol#L- 1#min- 1.
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Priliminary Studies on Isolation, Purification and Properties of the
B-N-Acety-l D-glucosaminidase from Turbo cornutus Solander
LIN Jian-cheng, CEN Qing-xi* , LI Shao-wei, ZHAO Hong
(The Key Lab. of Education Ministry for Cell Biology and Tumor Cell Engineering,
School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361005, China)
Abstract:The B-N-Acety-l D-glucosaminidase ( NAGase, EC 3. 2. 1. 30) can catalyzes the cleavage of N-acetylglu-
cosamine polymers. It is one of the chitinases and cooperates with endo-chitinase and exo-chitinase to disintegrate chitin
into N-acetylglucosamine. The NAGase was purified from the viscera of Turbo cornutus Solander by ammonium sulfate
fractionation and gel filtrat ion column chromatography on Sephadex G-200 and twice ion exchange column chromatography
on DEAE-Sephadex A-50. The purified enzyme preparation was homogeneous as judged by FPLC and polyacrylamide gel
electrophoresis. The specific activity of the enzyme was 1 448 U#mg- 1. The characterist ic peak of UV-absorption spectrum
of the enzyme was found at 275 nm and that of the intrinsic fluorescence emission was at 340 nm. The opt imum pH was
determined to be at pH 4. 5 and the optimum temperature was at 45 e . The enzyme was stable in the pH ranges from 3.
5 to 6. 0, the enzyme activity rapidly decreased while the pH value was lower than 3. 5 or higher than 6. 0. The enzyme
has good thermal stability under 40 e . The enzyme follows typical Michaelis-Menten kinetics for the hydrolysis of pNP-B-
D-GlcNAc in 0. 1 mol#L- 1Citric-Na2HPO4 buffer at 37 e . The K m and Vm values were determined to be 3. 13 mmol#L- 1
and 17. 68 Lmol#L- 1#min- 1, respect ively by plot of Lineweaver-Burk.
Key words: Turbo cornutus Solander;B-N-Acety-l D-glucosaminidase; isolation and purification; kinetics; stability
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